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زا يک تهديد جدی سلامت  های بيماری در ميان باکتری یظهور و گسترش مقاومت آنتی بيوتيک

بيشتر مطالعات روی ، سومهای مر به خاطر افزايش مقاومت به آنتی بيوتيک. جهانی است درعمومی 

 گروهی ازها  فنسينيد .اند عنوان يک درمان جايگزين متمرکز شده توسعه پپتيدهای ضد ميکروبی به

در  اين پپتيدها .دارند پپتيدهای ضد ميکروبی غنی از سيستئين هستند که در گياهان و جانوران وجود

 ،هدف از اين تحقيق. ندنک عمل می ها و آفات نعنوان يک مکانيسم دفاعی عليه پاتوژ گياهان به

به اين منظور، . ها بود های آن های ديفنسين از گياه يولاف و بررسی ويژگی شناسايی برخی از ژن

گياه يولاف مورد همرديفی  ترانسکريپتومخانواده ژنی ديفنسين گياه گندم از بانک ژن دريافت و عليه 

ها و  بندی شدند و سپس کانتيگ ری و سرهمآو رديفی جمع های حاصل از هم توالی. قرار گرفت

رديف  ، عليه پايگاه داده نوکلئوتيدی همBLASTnدست آمده با استفاده از ابزار  ههای ب سينگلتون

های حاوی  وجود چارچوب خوانش باز کامل بررسی و از توالی برایهای حاصل  توالی .شدند

مخلوط ی بعد، از  در مرحله. شداستفاده  هاچارچوب خوانش باز کامل برای طراحی آغازگر

. ساخته شد cDNAصورت گرفت و  RNAگياه يولاف استخراج  (ريشه، ساقه و برگ) های بافت

همسانه  pTZ57R/Tتکثير و در ناقل  PCRبوسيله  بازی جفت 317و  319، 372، 340، 357قطعات 

های ديفنسين  کننده برای ژن  کدتوالی  1نتايج آناليز بيوانفورماتيکی، وجود . يابی شدند سازی و توالی

 .شدند تعيين توالیو  یساز ژن همسانه 2تعداد  يناز ا. گياه يولاف مشخص کرد در ترانسکريپتومرا 

 77 -19پپتيدهايی به طول بين  و بودند 534-542های خوانش باز بين  ها دارای چارچوب اين ژن

شناسايی شده، دارای دمين عملکردی  های توالی پپتيدی ديفنسين. کردند اسيد آمينه را کد می

Knot1  از خانوادهgamma-thionin ها، اولين قدم در  ها و بررسی خصوصيات آن شناسايی ژن. بود

در اين تحقيق برای اولين بار، توالی . مهندسی ژنتيک و توليد موجودات با صفات مفيد است

ها مورد  های مختلف آن ار و ويژگیيفنسين از گياه يولاف جداسازی شد و ساختد ژن 2ی  کننده کد

 .  بررسی قرار گرفت
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های ضد میکروبی، پپتیدهایی کوچک با جرم مولکولی پایین پپتید

موجودات زنده از  تمامی. کیلودالتون هستند 8و در حدود 

های تک سلولی تا گیاهان عالی و جانوران این  میکروارگانیسم

زا  منظور محافظت از خود در برابر عوامل بیماری پپتیدها را به

ضد  های پپتید ها، پاتوژن ی ابتدایی حمله مراحل در. کنند تولید می

 مکانیسم از بخشی عنوان به سایر عوامل دفاعی، همراه به میکروبی

 های پپتید .(Holaskova et al. 2015) شوند می وارد عمل دفاعی

 ها،  دیفنسین ، شامل متفاوتی های گروه در یاهی،گ یکروبیضد م

 بندی تقسیم ها سایکلوتید و ها،  وئینه ها،  نوتین ها،  اسنیکین

 های پپتید از ای دسته ها  دیفنسین. (Cools et al. 2017) شوند می

 تا 51 بین بوده و طولی هستند که کاتیونی یاهیگ یکروبیضد م

 گیاهی میکروبی ضد پپتیدهای از دسته این. دارند اسید آمینه 15

 5 تا 3که  هستند شده محافظت سیستئین آمینه اسید 8تا  6 یدارا

 یکروبیضد م پپتیدهای. کنند می تولید را سولفیدی  دی پیوند

 و بخشی تی از سیستم دفاعی عمومی گیاهان بودهقسم  دیفنسین،

ضد  های پپتید .هستند ییزا یماریمرتبط با ب های  پروتئین خانواده از

 از حفاظت برای ضد میکروبی عوامل از جدیدی نسل میکروبی

دهند  را تشکیل می انسان عفونی های بیماری و نیز درمان گیاهان

(Elsbach 2003; Holaskova et al. 2015) . همچنین در برخی

های سرطانی نیز  ها، فعالیت علیه سلول مطالعات برای این پپتید

 Ramamoorthy et al. 2007; Hoskin and)است  ش شدهگزار

Ramamoorthy 2008) .تاکنون چندین مکانیسم متفاوت برای 

برهمکنش و . است شده گزارش های ضد میکروبی پپتید عملکرد

های درون سلولی  آسیب به غشاهای میکروبی، آسیب به بخش

های سلول و برهمکنش با سایر  مانند دستگاه تولید ماکرومولکول

اجزاء حیاتی سلول از جمله عملکردهای پپتیدهای ضد میکروبی 

 میکروبی هایغشا با برهمکنش. (Zasloff 2002)د هستن

ترین مکانیسم عمل پپتیدهای ضد میکروبی بوده و در اثر  عمومی

 شود که منجر به ایجاد ایجاد می غشاءاین برهمکنش منفذی در 

 بیرون ریختن محتویات غشایی، از بین رفتن قطبیت میسل،

. (Goyal and Mattoo 2016)شود  می سلول سیتوپلاسم و مرگ

شوند و  ی یافت میگیاه های در تمام گونه  پپتیدهای دیفنسین

این پپتیدهای ضد میکروبی در ابتدا در . بسیار متنوع هستند

که در  اند، در حالی های گیاهان شناسایی و جداسازی شده بذر

. شوند می ها نیز تولید  ها و گل  های گیاه مثل برگ سایر اندام

های ضد میکروبی گیاهی دائماً در  ها همچون دیگر پپتید  دیفنسین

چنین در  ای گیاهان و هم های ذخیره ها مانند اندام امبرخی اند

های زیستی و غیر زیستی گوناگون نیز القاء و  به تنش واکنش

 1772 در سال برای اولین بار گیاهی های دیفنسین. شوند می تولید

 زمان آن از .شدند جداسازی و شناسایی جو و گندم آندوسپرم از

 تربچه، مانند یونجه، عدس، لفیگیاهان مخت از پپتیدها این تاکنون،

 جداسازی گندم و آرابیدوپسیس، لوبیا خرما، شنبلیله، نخود،انگور،

 .Thomma et al. 2002; Janssen et al)اند  شده شناسایی و

گیاهی  Oatبا نام انگلیسی  (Avena sativa)یولاف زراعی  .(2003

است که همواره  Poaceaeاز خانواده ( 2n = 6x = 42)هگزاپلویید 

یکی از هشت محصول مهم زراعی شناخته شده دنیا به شما 

 جو، یولاف و گندم با مقایسه در. (Chew et al. 2016)آید  می

مصرف آرد . انسان و دام است برای بیشتری ای تغذیه ارزش دارای

را  خون کلسترول بتاگلوکان بالا، کاهش علت داشتن یولاف به

چنین خطر احتمال سرطان روده بزرگ را  همراه دارد و هم به

 در این گیاه چنین، از هم. (Gazza et al. 2016)دهد  کاهش می

 شود می استفاده بهداشتی آرایشی مواد تهیه داروسازی و مصارف

 بوده و فزونی به رو بیوشیمیایی صنایع در آن که اهمیت طوری به

 با مرتبط صنایع در مناسب محصول عنوان یک به گیاه این از

از این رو . شود می یاد جهان کشورهای از بسیاری کشاورزی در

است  افزایش به رو یولاف مصرف جهانی تقاضای ال حاضرح در

(Nirmalakumari et al. 2013) .انبوهی مقادیر محققان با امروزه 

ی  زنده موجودات در ترانسکریپتومی و ژنومی از اطلاعات

کنار  این حجم بالای اطلاعات در .مختلفی رو به رو هستند

 بررسی و شناسایی مختلف، محاسباتی به ابزارهای دسترسی

 وسریع ساده صورت بسیار را به مختلف های ژن  خصوصیات

 یو ابزارها ها داده این استفاده از با .کرده است پذیر امکان

 یتاز انجام هر گونه فعال یشپ توان یم یوانفورماتیکیب

 را نظر مورد های ژن یا ژن in silicoصورت  به یشگاهیآزما

 مرتبط با این های فعالیت و بررسی را ها آن خصوصیات شناسایی،

 Gill and Sanseau 2000; Periwal and).کرد سازی را شبیه ها ژن

Scaria 2014; Bao et al. 2014). ها،  شناسایی، ها یبررس
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با تقریب بسیار  های بیوانفورماتیکی سازی ها و شبیه بینی پیش

گذرد نزدیک هستند و معمولاً به  واقعیت میدر  بالایی به آنچه

 Gill and) گیرند می تأیید قرار های عملی مورد وسیله آزمایش

Sanseau 2000; Periwal and Scaria 2014; Bao et al. 2014) .

دسترسی به بوده و  یاندر جر یولاف یاهژنوم گ یابی پروژه توالی

 سازی ی ژنوم این گیاه محدود است و همچنین مستند توالی اولیه

موارد، برای  این به توجه با. است دهنش انجام هنوز یولاف ژنوم

های جدید در این گیاه باید از گیاهان هم خانواده  شناسایی ژن

با . موجود این برای گیاه استفاده کرد ESTهای  همراه کتابخانه به

های مورد نظر را شناسایی و  توان ژن استفاده از این اطلاعات می

 در .کار برد هی ببیوتکنولوژ جداسازی کرد و برای اهداف مختلف

 بیوانفورماتیکیو  محاسباتی های روش از استفاده با تحقیق، این

 از  اعضاء خانواده ژنی دیفنسیناز  برخی ی کننده کد  توالی

. شد خصوصیت تعیین و جداسازی گیاه یولاف EST های کتابخانه

های آزمایشگاهی، صحت  در مراحل بعد با استفاده از روش

این تحقیق با هدف . ها تأیید شد تیکی این ژنجداسازی بیوانفورما

ی  کننده شناسایی، جداسازی و تعیین خصوصیت توالی کد

منظور معرفی  پپتیدهای ضد میکروبی از گیاه تک لپه یولاف و به

 . عوامل ضد میکروبی جدید صورت گرفت
 

 Chineseابتدا خانواده ژنی کامل دیفنسین مربوط به کولتیوار 

Spring  توالی نوکلئوتیدی از بانک ژن  31گیاه گندم، حاوی تعداد

مربوط  ESTتوالی  21522ی بعد، تعداد  در مرحله. دریافت شد

 NCBIموجود در  ESTبه گیاه یولاف زراعی از پایگاه داده 

 CLCافزار ها یک پایگاه داده اختصاصی در نرم دریافت و از آن

Genomics Workbench 9.0 سپس، با استفاده از ابزار . دایجاد ش

BLAST افزار محلی موجود در نرمCLC Genomics Workbench 

های دیفنسین گیاه گندم با ارزش مورد  های کامل ژن توالی 9.0

علیه پایگاه داده اختصاصی ایجاد شده، مورد  221/2انتظار 

هایی که در  های حاصل از ژن کانتیگ. همردیفی قرار گرفتند

ه پایگاه داده اختصاصی دارای جواب بودند، همردیفی علی

های  ی بعد، کانتیگ در مرحله. آوری شد صورت جداگانه جمع به

 CLCافزار جداگانه با هم مخلوط شدند و با استفاده از دو نرم

Genomics Workbench 9.0  وVector NTI 11.0 بندی  سرهم

 .شدند

 CLCافزارهای بندی با استفاده از نرم های حاصل از سرهم کانتیگ

Genomics Workbench 9.0 ،Vector NTI 11.0  وORF finder 

 222تر از  برای وجود چارچوب خوانش باز کامل با طول بیش

های  ی بعد، کانتیگ در مرحله. باز مورد بررسی قرار گرفتند جفت

 BLASTnدارای چارچوب خوانش باز کامل، با استفاده از ابزار 

در . ردیفی قرار گرفتند ک ژن مورد همعلیه بان NCBIموجود در 

های مورد نظر بررسی  صحت اولیه جداسازی ژن  این مرحله

های دیفنسین  هایی که دارای شباهت با ژن شود و کانتیگ می

های غیر شبیه به این  ی بعد انتخاب و کانتیگ هستند برای مرحله

منظور بررسی صحت قاب خوانش،  به. شوند ها حذف می ژن

ای دارای چارچوب خوانش باز کامل، با استفاده از ابزار ه کانتیگ

CDD  موجود در پایگاهNCBI مورد بررسی قرار گرفتند . 

های دارای چارچوب  آغازگرهای مورد استفاده، بر اساس کانتیگ

و تحلیل بیوانفورماتیکی صحت   تجزیهخوانش باز کامل که در 

رها با اهداف آغازگ. ها به اثبات رسیده بود، طراحی شدند آن

 Vectorافزار  جداسازی کامل قطعات ژنی و با استفاده از دو نرم

NTI 11.0  وAlleleID 7.0 توالی و خصوصیات . طراحی شدند

 . است ارائه شده 1آغازگرهای طراحی شده در جدول 

 62:52 های با ترکیب یولاف در گلداندر این پژوهش، بذورگیاه 

ها پس از کشت در شرایط  انگلد. رس و کود حیوانی کشت شدند

تغذیه  NPKای یکبار با کود کامل  گلخانه نگهداری شدند و هفته

های برگ، ساقه، ریشه و بذور در حال  از مخلوط بافت. شدند

های  بافت. استفاده شد RNAتوسعه گیاهان برای استخراج 

برداشت شده از گیاهان بلافاصله در نیتروژن مایع فریز و در دمای 

ها، با  بافت از مخلوطکل  RNAاستخراج . داری شدندنگه -82

شرکت سیناژن و طبق دستورالعمل  CinnaPureاستفاده از کیت 

 RNAژنومی از  DNAمنظور حذف  به. شرکت سازنده انجام شد

 Thermo Fisherشرکت  DNase Iاستخراج شده، از آنزیم 

Scientific کیفیت و کمیت. استفاده شد RNA با استخراج شده 

 بررسی مورد درصد یک آگاروز ژلو  اسپکتروفوتومتر از استفاده

 .گرفت قرار

 
 

 

  ها مواد و روش

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
97

.1
3.

4.
5.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

06
 ]

 

                             3 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1397.13.4.5.8
https://mg.genetics.ir/article-1-85-en.html


 محسن محمدی و همکاران  … های سازی و بررسی برخی ژن شناسايی، همسانه

 

 405  9317 زمستان/ 4شماره / سیزدهمدوره / ژنتیک نوین

 

  

 مشخصات آغازگرهای طراحی شده -1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Thermo Fisherشرکت کیت از استفاده با  cDNAساخت

Scientific گرفت و طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام. 

شرکت سیناژن و  مراز پلی Taqبا استفاده از آنزیم  PCRواکنش 

 گراد به درجه سانتی 75سازی در دمای  مایی، واسرشتهبا برنامه د

ثانیه، اتصال در دمای اتصال مربوط به هر جفت آغازگر  32مدت 

گراد  درجه سانتی 92و گسترش در  یهثان 32 مدت به( 1جدول)

همچنین . چرخه صورت گرفت 31طی  ثانیه، 32مدت  به

و گسترش گراد  درجه سانتی 75دقیقه در  12سازی اولیه  واسرشته

پس از انجام . گراد انجام شد درجه سانتی 92دقیقه در  32نهایی 

درصد  1/1روی ژل آگاروز  PCR واکنش، محصولات واکنش

 PCRواکنش  یجنتا یاز بررس پس .بارگذاری و تأیید اندازه شدند

 تکثیری با استفاده از کیت قطعات آگاروز، ژل روی اندازه تأییدو 

 طبق Thermo Fisher Scientificاستخراج از ژل شرکت 

خالص  قطعات .خالص سازی شدند سازنده، شرکت دستورالعمل

 Thermoشرکت  pTZ57R/T پلاسمیدشده به همراه  یساز

Fisher Scientific با و وارد ای جداگانه اتصال های واکنش در 

 به Thermo Fisher Scientific شرکت یگازل T4 یمآنز از استفاده

لاسمیدهای نوترکیب حاصل با استفاده از کیت پ. شدند متصل هم

 .Eبه باکتری Thermo Fisher Scientific شرکت سازی همسانه

coli   سویهDH5α های سفید  پس از انتخاب کلنی. منتقل شدند

 غلظت با سیلین آمپی بیوتیک آنتی حاوی جامد LB محیط روی

 یبکبا استفاده از تر PCR یکلن لیتر، واکنش در گرم میلی 122

 سازی همسانه اولیه تأیید برای ژن، هر اختصاصی یآغازگرها

نوترکیب با  پلاسمیدهای حاوی مثبت های یکلن از. انجام شد

 Thermo Fisherشرکت استفاده از کیت استخراج پلاسمید

Scientific و هضم آنزیمی با دو  شد انجام پلاسمید استخراج

 ی اندازه یدتأی از پس. صورت گرفت BamHIو  EcoRIآنزیم 

 pTZ57R/T نوترکیب پلاسمیدهای توسط هضم آنزیمی، قطعات

نتایج توالی . یابی قرار گرفتند نظر، مورد توالی موردقطعات  حاوی

 CLCافزار صورت جداگانه و با استفاده از دو نرم یابی هر ژن به

Genomics Workbench 9.0 ،Vector NTI 11.0  بررسی شد و

وجود چارچوب خوانش باز کامل  برای پس از بررسی و ویرایش،

استفاده از  ها با سپس، توالی. گرفتند تحلیل قرار و تجزیهمورد 

بانک ژن مورد  یهعل NCBI پایگاه موجود در BLASTnابزار 

پس . شد ها بررسی  جداسازی آنصحت  و قرار گرفتند یفیهمرد

های نوکلئوتیدی مورد نظر  از تعیین چارچوب خوانش باز، توالی

. به پروتئین ترجمه شدند Vector NTI 11.0افزار  با استفاده از نرم

های  ها با استفاده از ابزار یتوال ینموجود در ا یعملکرد های یندم

CDD ،Interproscan  وPfam  مشخص شدند(Marchler-Bauer 

et al. 2014; Jones et al. 2014; Finn et al. 2016) .کمک  به

و  نشانه وجود یا عدم وجود پپتید CELLOو  SignalPابزارهای 

 ;Jones et al. 2014)ها مشخص شد  همچنین محل تجمع پروتئین

Nielsen 2017) .های یموجود در توال ی ثانویه ساختارهای 

 CLC Genomics Workbench 9.0افزار استفاده از نرم با ینیپروتئ

ها  تعداد پیوندهای دی سولفیدی موجود در پروتئین. بینی شد پیش

های  سپس ویژگی. بینی شد پیش DiANNA 1.1 با استفاده از ابزار

 pHشامل طول، بار خالص،  ها پروتئین فیزیکوشیمیایی

اده از ابزار ایزوالکتریک و فراوانی اسیدهای آمینه با استف

ProtParam  تعیین شد( Ferrè and Clote 2006; Gasteiger et 

al. 2005; Pradniwat and Rojnuckarin 2014) . از پایگاه

 توالی نام
 دمای اتصال

 ( گراد درجه سانتی)

 اندازه قطعه تکثیری

 (باز جفت)

Def 1-F 5ꞌ-TAGCCCCTAAGATTAAGAAGAAG-3ꞌ 2/18 352 
Def 1-R 5ꞌ-CGTTGGACTTTGATGGATGG-3ꞌ 

Def 4-F 5ꞌ-GCGTGATCCATCCAAGTTCC-3ꞌ 1/62 379 
Def 4-R 5ꞌ-GGCTGGCTAGTGGCTACC-3ꞌ 

Def 5-F 5ꞌ-GTGCGATTCAGACATCCAG-3ꞌ 62 371 
Def 5-R 5ꞌ-TCACTAGCAGACCCTCTTG-3ꞌ 

Def 9-F 5ꞌ-TTCATAAGAAATCTCAACAATGC-3ꞌ 1/16 329 

Def 9-R 5ꞌ-AAGGTCCTCTAGCAGTTCC-3ꞌ 

Def 10-F 5ꞌ-GCGACTCAGGTGGTGTTGG-3ꞌ 9/61 391 

Def 10-R 5ꞌ-GCGGGCACAGGAGGTAGC-3ꞌ 
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CAMP های پروتئینی  برای تعیین خاصیت ضد میکروبی توالی

ای از پپتیدهای ضد میکروبی  مجموعه CAMPپایگاه . استفاده شد

صورت محاسباتی یا آزمایشگاهی خاصیت ضد  است که به

، خاصیت ضد CAMPدر پایگاه . است ها تأیید شده میکروبی آن

 Support Vectorهای   لگوریتماز ااستفاده  با ها میکروبی پروتئین

Machine ،Random Forest ،Artificial Neural Network  و

Discriminant Analysis بینی شد  پیش(Waghu et al. 2014) .

همراه خانواده پروتئینی  های جداسازی شده از یولاف به توالی

افزار  های مشابه با استفاده از نرم دیفنسین گندم و برخی توالی

MEGA 6.0 ردیفی قرار گرفتند و درخت فیلوژنتیکی با  مورد هم

با   Bootstrapو آزمون Maximum likelihoodاستفاده از روش 

 .(Tamura et al. 2013)تکرار ترسیم شد  122
 

 ردیفی در گیاه یولاف، باعث های حاصل از همESTسر هم بندی 

باز  جفت 193، 522، 931، 661، 591های  کانتیگ با طول 1 یجادا

 طراحی آغازگرهاییشده،  یجادا های یگالگو قرار دادن کانت با. شد

نتایج حاصل از تکثیر با آغازگرهای اختصاصی طراحی شده، . شد

ترتیب  بازی را به جفت391، 329، 371، 379، 352ل قطعاتی با طو

نشان داد  Def1 ،Def4 ،Def5 ،Def9 ،Def10های  برای دیفنسین

های  توالی CELLOو  SignalPبا استفاده از ابزارهای (. 1شکل )

پروتئینی خانواده دیفنسین گیاه یولاف آنالیز شدند و در ساختار 

، 21، 21، 11، 21طول  ای به ها، وجود پپتیدهای نشانه این پروتئین

تجمع خارج سلولی و القاء در پاسخ به . اسید آمینه تأیید شد 18

 های ویژگی از دیگری های زیستی و غیر زیستی بخش تنش

(. 2جدول ) بود یولاف گیاه دیفنسین پپتیدهای برای شده بینی پیش

ها برای فعالیت خود  پپتیدهای ضد میکروبی و از جمله دیفنسین

ها ابتدا در آنجا  به خارج از سلول یعنی جایی که اغلب پاتوژنباید 

گیرند، ترشح شوند و وجود پپتید نشانه ترشحی در  قرار می

های  همچنین، نقش دفاعی دیفنسین. ها ضروری است ساختار آن

ها در  این ژن. ها دارد گیاهی ارتباط مستقیمی با محل تجمع آن

ها و نقش مهمی در  رگبها و  غده بذر، غلاف ها، گل بذور،

 .Lacerda et al)کنند  های جوان بازی می حفاظت از گیاهچه

2014) . 

چنین  های آلفا و هم نتایج بررسی ساختارهای ثانویه، وجود مارپیچ

در سااختار تماام    هاای بتاا باه صاورت تکای یاا باا هام را         رشته

 5تاا   2نتاایج، وجاود   . های گیااه یاولاف مشاخص کارد     دیفنسین

رشته بتا را در سااختار ایان پپتیادها     6تا  1مارپیچ آلفا و همچنین 

هاا باه منظاور داشاتن عملکارد       دیفنساین (. 2شکل)مشخص کرد 

مناسب و ماندگاری در شرایط متفاوت زیستی، نیازمند ایجاد پایچ  

هاای آلفاا و    ماارپیچ . سااختار خاود هساتند    هاای ویاژه در   ب و تا

شاوند   های بتا شکلی از این تغییرات ساختاری محسوب مای  رشته

شاوند و عامال پایاداری ایان      ها ایجاد مای  که در ساختار دیفنسین

ها در محل تجمع خود و همچنین افزایش قابلیت بارهمکنش  پپتید

 .Thomma et al) شاوند  های هدف خود مای  ها با پاتوژناین پپتید

2002; Valente et al. 2013; Nawrot et al. 2014). 

هاا، وزن مولکاولی    های فیزیکوشیمیایی پروتئین نتایج آنالیز ویژگی

، 27/12تاا   19/29دالتون، ضریب ناپایداری  8822تا  8222حدود 

تااا  6/9ایزوالکتریااک  pH، 31/98تااا  28/61شاااخص آلیفاتیااک 

هاای دیفنساین    را بارای ژن  121/2تا  -GRAVY 227/2، و 26/7

 (.3ول جد)جدا شده ازگیاه یولاف مشخص کرد 

 
 های دیفنسین گیاه یولاف های ژن ویژگی -2جدول 

 

  نتایج و بحث

 پپتید
جفت ) ORFطول 

 (باز

 پپتیدطول 

 (اسید آمینه)

 پپتید نشانهموقعیت 

 (اسید آمینه)
 عملکرد محل تجمع

Def 1 239 21 26-1  ها پاسخ به تنش سلولاز خارج 

Def 4 239 11 16-1  ها پاسخ به تنش سلولاز خارج 

Def 5 256 21 22-1  ها پاسخ به تنش سلولاز خارج 

Def 9 235 21 22-1  ها پاسخ به تنش سلولاز خارج 

Def 10 235 18 17-1  ها پاسخ به تنش سلولاز خارج 
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 -1چاهک تصاویر در تمام  .E- Def 10و  cDNA .A- Def 1 ،B- Def 4 ،C-5  Def، D- Def 9 یرو دیفنسین های ژن PCRالکتروفورز محصولات  -1شکل 

 .cDNA یروتکثیر شده ژن مورد نظر  یتوال -3  ، چاهک(آب) یواکنش کنترل منف -2، چاهک bp 122 ینشانگر وزن مولکول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های جداسازی شده از گیاه یولاف بینی شده در دیفنسین ساختارهای ثانویه پیش -2شکل 

 

 دیفنسین جداسازی شده از گیاه یولاف های فیزیکوشیمیایی پپتیدهای ویژگی -3جدول 
 GRAVY شاخص آلیفاتیک شاخص ناپایداری ایزوالکتریک pH وزن مولکولی نام

Def 1 6/8 52/8 12/57 28/61 227/2- 

Def 4 2/8 1/8 29/29 13/92 121/2 

Def 5 8/8 29/7 62/51 29/98 211/2 

Def 9 1/8 6/9 87/36 31/98 268/2 

Def10 3/8 26/7 27/12 81/95 279/2 
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ها، باعث افزایش سرعت تولید،  وزن مولکولی پایین دیفنسین

 .Sels et al)شود  انتقال و عملکرد این پپتیدهای ضد میکروبی می

های  بینی شده برای دیفنسین ایزوالکتریک پیش pHی  دامنه. (2008

جداسازی شده، بیانگر ویژگی بازی بالای این گروه از 

ی بازی مانند سیستئین به وفور در  اسیدهای آمینه. پپتیدهاست

شود و خود دلیلی بر خاصیت  ها مشاهده می ساختار دیفنسین

 Castro and)خاصیت بازی این پپتیدهای ضد میکروبی است 

Fontes 2005; Patr´ ıcia B. Pelegrini 2005). 

 12و  1، 1های  شاخص ناپایداری محاسبه شده برای دیفنسین

قرار دارد و  52تر از  پایین 7و  5های  و برای دیفنسین 52بالاتر از 

و  12و  1، 1های  نشان دهنده پایداری و ماندگاری پایین دیفنسین

. در محیط است 7و  5های  ی دیفنسینپایداری و ماندگاری بالا

پایداری زیاد، یکی از عوامل موثر در داشتن اثر ضد میکروبی این 

حجم  یفاتیکشاخص آل. (Guruprasad et al. 1990)پپتیدها است 

از  یاریبوده و مع یفاتیکآل های یرهاشغال شده توسط زنج ینسب

شاخص آلیفاتیک محاسبه . است ینپروتئ یداریبودن و پا یزآبگر

دهنده مقاومت  شده برای پپتیدهای دیفنسین گیاه یولاف، نشان

توان آن را  ها در مقابل درجه حرارت است که می نسبتاً خوب آن

چنین  ی اسیدهای آمینه والین، لوسین، و آلانین و همبه درصد بالا

های دی سولفیدی موجود در این  وجود ساختارهای ثانویه و پل

برهمکنش با غشاهای سلولی  .(Ikai 1980)پپتیدها نسبت داد 

اثر پپتیدهای ضد میکروبی علیه   ترین مکانیسم ترین و مهم عمومی

 خاصثانویه  یساختارهادر کنار  ویژگی آبگریزی. ها است پاتوژن

و پیوندهای دی سولفیدی، برهمکنش پپتیدها با غشاهای دولایه 

برای ایجاد برهمکنش   پپتیدهای دیفنسین. کند سلولی را تسهیل می

ی سلولی که عمدتاً از اسیدهای چرب تشکیل  با غشاهای دولایه

آبگریزی خود را اند و به شدت آبگریزهستند، باید ویژگی  شده

افزایش دهند که این مورد را با افزایش در میزان اسیدهای آمینه 

دهند  آبگریزی مانند آلانین و سیستئین در ساختار خود انجام می

(Gasteiger et al. 2005; Sagaram et al. 2012) . تمام

اسید  8های جداسازی شده در این پژوهش، دارای  دیفنسین

پیوند  5ی سیستئین محافظت شده بودند که توانایی تشکیل  آمینه

. دی سولفیدی درون مولکولی را در ساختار این پپتیدها داشتند

اسید آمینه سیستئین محافظت شده  8بالغ دارای   پپتیدهای دیفنسین

 Van der Weerden and Anderson)در ساختار خود هستند 

2013; Vriens et al. 2014) . اسیدهای آمینه سیستئین محافظت

ای را به پپتید داده  پل دی سولفیدی، ساختار ویژه 5شده با تشکیل 

که عامل پایداری آن شده و در برهمکنش پپتید با غشاء سلولی 

 Aerts et al. 2008; Vriens et)کند  نقش مهمی بازی می ها پاتوژن

al. 2014) .ها،  اکثر پپتیدهای ضد میکروبی و از جمله دیفنسین

های  برای پایداری و عملکرد مناسب، نیازمند برقراری تاخوردگی

های  سولفیدی، مارپیچ  پیوندهای دی. ویژه در ساختار خود هستند

های ساختاری هستند  های بتا انواعی از این تاخوردگی آلفا و رشته

شوند تا پپتید ضد میکروبی  می ها ایجاد که در ساختار دیفنسین

بتواند با ساختار مناسب خود و با بیشترین قابلیت با غشاهای 

 .Cools et al) های هدف برهمکنش داشته باشد سلولی پاتوژن

هایی مانند آبگریزی، وجود  علت وجود ویژگی به. (2017

ها، فعالیت  های خاص، بار مثبت بالا و دیگر ویژگی تاخوردگی

ها و سایر پپتیدهای ضد میکروبی، ایجاد  ضد میکروبی در دیفنسین

با استفاده از  CAMPها، پایگاه  بر اساس این ویژگی. شود می

لیت ضد میکروبی محاسباتی مختلف، وجود فعا  چندین الگوریتم

. کند بینی می های مختلف را پیش را در پپتیدها و پروتئین

، تنها در صورتی فعالیت ضد CAMPهای پایگاه  الگوریتم

کنند که یک یا  میکروبی را در یک پپتید یا پروتئین پیش بینی می

بینی  نتایج پیش. چند ویژگی مشترک ضد میکروبی را دارا باشد

بی ژن دیفنسین گیاه یولاف با استفاده از خاصیت ضد میکرو

، خاصیت ضد میکروبی را در تمام پپتیدهای CAMPسایت 

پس از حذف پپتید نشانه از . خانواده دیفنسین مشخص کرد

با میزان احتمال  Support Vector Machineها، الگوریتم  دیفنسین

با میزان احتمال  Random Forest، الگوریتم 922/2بیشتر از 

با تأیید  Artificial Neural Network، الگوریتم 522/2تر از بیش

با  Discriminant Analysisو الگوریتم ( Def 1به استثناء )کامل 

، فعالیت ضد میکروبی را در تمام 126/2تر از  میزان احتمال بیش

بینی کردند  پپتیدهای دیفنسین جداسازی شده از گیاه یولاف پیش

 (.5جدول)

 های دیفنسین جداسازی شده تحلیل فیلوژنتیکی ژن نتایج تجزیه و

های  ها با بیشترین قرابت در گروه ژن که، این ژن داد نشان

خصوص گیاهان متعلق به راسته  ای و به گیاهان تک لپه دیفنسین
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Poales  و خانوادهPoaceae در این پژوهش،  .گیرند قرار می

 1ین و دیفنسین همراه گاما تیون به Def 10و  Def 1های  دیفنسین

گیاه گندم  31و  22، 16، 3های  ، دیفنسین(Zea mays)گیاه ذرت 

 Hordeum)، گاما تیونین جو (Triticum aestivum)معمولی 

vulgare ) و دیفنسین گیاه نخل خرما(Phoenix dactylifera ) در

، 23های  همراه با دیفنسین Def 9دیفنسین . یک گروه قرار گرفتند

در یک گروه ( Triticum aestivum)گندم معمولی گیاه  26و  21

گیاه سورگوم  2/1همراه با دیفنسین  Def 5دیفنسین . قرار گرفت

(Sorghum bicolor) دیفنسین گیاه نیشکر ،(Saccharum 

officinarum) دیفنسین گیاه ارزن ،(Setaria italica ) و دو

در  (Brachypodium distachyon)دیفنسین از گیاه چمن جاوری 

در یک گروه  Def 4در نهایت، دیفنسین . یک گروه قرار گرفتند

ی فیلوژنتیکی در هر دو سطح  نتایج تجزیه. جداگانه قرار گرفت

DNA  و پروتئین، روند تقریباً مشابهی از نزدیکی ژنتیکی را برای

 (.3شکل )های جداسازی شده نشان داد  ژن

 
 .گیاه یولاف  ه دیفنسینپیش بینی خاصیت ضد میکروبی خانواد -5جدول 

 ANN DA RF SVM نام پپتید

Def 1 922/2 5771/2 126/2 خیر 

Def 4 932/2 522/2 129/2 بله 

Def 5 719/2 719/2 799/2 بله 

Def 9 826/2 123/2 878/2 بله 

Def 10 712/2 9251/2 762/2 بله 

SVM ،RF ،ANN  وDA بینی هستند های مختلف پیش الگوریتم . 

 . به معنی تأیید خاصیت ضد میکروبی هستند 1/2 ≤ت احتمالا

 ترتیب به معنی تأیید و عدم تأیید خاصیت ضد میکروبی است بله و خیر به. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 های خانواده دیفنسین گیاه یولاف درخت تکاملی رسم شده برای ژن -3شکل 
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ی  ژن از خانواده 1ی  کننده در این تحقیق، برای اولین بار، توالی کد

 شناسایی و از گیاه یولاف دیفنسین، یکروبیضد م پپتیدهای

ها  این ژن های تحقیق، ویژگی بعدی مراحل در. شد جداسازی

 های کننده، طول توالی پپتیدی، ویژگی مانند طول توالی کد

خاصیت ضد میکروبی  محل تجمع سلولی، و فیزیکوشیمیایی،

 . ها بررسی شد آن

 لیکگیری  نتیجه

خصوص پپتیدهای ضد میکروبی  عوامل ضد میکروبی و به توجه به

های جدید در محافظت از گیاهان و  به دو دلیل نیاز به ایجاد روش

همچنین نیاز به عوامل ضد میکروبی جدید در پزشکی، در 

پپتیدهای . داری افزایش پیدا کرده است طور معنی های اخیر به سال

ز بهترین نامزدهای احتمالی، عنوان گروهی ا ضد میکروبی به

های کشاورزی و پزشکی را به ترکیبات ضد  توانند نیاز بخش می

های مختلف بیوتکنولوژی پاسخ  میکروبی جدید، از طریق روش

ی چند ژنی دیفنسین را  نتایج پژوهش حاضر، وجود خانواده. دهند

در مجموع نتایج پژوهش حاضر . در گیاه یولاف نشان داد

دیفنسین در گیاه یولاف مانند  خانواده های ژن مشخص کرد که،

های گیاهی، هم در سطح ژنی و هم پروتئینی  دیگر دیفنسین

. دهند های ساختاری و عملکردی مشابهی از خود نشان می ویژگی

ها در فرآیندهای محافظتی گیاهان و  با توجه به نقش مهم این ژن

رزی ژنتیکی و های محیطی، با جداسازی، دستو ها به تنش پاسخ آن

عوامل  توان باعث افزایش مقاومت گیاهان به ها می انتقال این ژن

های محیطی  های احتمالی گیاهان به تنش پاتوژن و بهبود پاسخ

سازی این گروه از پپتیدهای ضد  همچنین، با بیان و خالص. شد

های مختلف بیانی پروکاریوتی و یوکاریوتی،  میکروبی در سیستم

عنوان عوامل ضد  ها در پزشکی و دامپزشکی به توان از آن می

های انسانی و دامی استفاده  میکروبی جدید در مقابله با پاتوژن
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